EP 0,749,754 A2, A3 




Job No.: 1505-89892 



Translated from French by the Ralph McElroy Translation Company 
910 West Avenue, Austin, Texas 78701 USA 



1 



EUROPEAN PATENT OFFICE 
EUROPEAN PATENT NO. 0 749 754 A2 



Int. CI. 



Filing No.: 
Filing Date: 
Publication Date: 

Designated Contracting States: 



Priority 



Date: 

Country: 

No.: 



A 61 K 49/00 

//A61K 31:07 

A61K 31:19 

A61K 31:38 

96401169.6 

May 31, 1996 

December 27, 1996 
Bulletin 1996/52 

CH DE FR GB LI 



June 19, 1995 
FR 

9507301 



PROCESS FOR IDENTIFYING RXR RECEPTOR AGONIST COMPOUNDS 



Applicant: 



Inventors: 



Agent: 



INTERNATIONAL CENTER FOR 
DERMATOLOGICAL RESEARCH 
GALDERMA - CIRD GALDERMA 
F-06565 Valbonne (FR) 

Michel Demarchez 

06620 Le Bar sur Loup (FR) 

Andre Jomard 

06460 Saint Vallier de Thiey (FR) 

Christophe Andre Louis Andral 
L'OREAL 

Charles Zviak Research Center 
Department of Industrial Property 
90, rue du General Roguet 
92583 Clichy Cedex (FR) 



I 



JMS PAGE BLANK 



(USPTO) 



2 



r Abstract! 

This invention pertains to a process for identifying RXR agonist molecules, characterized 
in that it includes the following stages: (i) topical application to part of the skin of a mammal of a 
sufficient quantity of a compound that is a ligand of at least one receptor from the superfamily of 
steroid/thyroid receptors, other than a specific ligand of RXR receptors, and that may become 
heterodimerized with the RXRs, (ii) systemic or topical administration to the same mammal or to 
the same part of the mammal's skin before, during, or after stage (i), of a molecule capable of 
presenting RXR agonist activity, and (iii) evaluation of the response on the part of the mammal's 
skin which was treated in this way. 

Description 

The object of this invention is a process for identifying RXR receptor agonist compounds 
by using a mammal, such as a rodent (rat, guinea pig, hamster, rabbit, mouse, etc.). 

It is known that all-trans retinoic acid is a powerful modulator (i.e., an inhibitor or, 
conversely, a stimulator, depending on the nature of the treated cells) of differentiation and 
proliferation of numerous types of normal or transformed cells. For example, it inhibits 
differentiation of epithelial cells, such as keratinocytes of the epidermis. It also inhibits the 
proliferation of numerous transformed cells, such as melanoma cells. 

In general, it is known that all-trans retinoic acid acts on the differentiation and 
proliferation of cells by interacting with nuclear receptors called RARs (Retinoic Acid 
Receptors) contained in the cell nucleus. These receptors, after fixation of the ligand (i.e., 
all-trans retinoic acid), interact with the promoter region of genes regulated by retinoic acid at 
the level of specific response elements. In order to fix themselves on the response elements, the 
RARs become heterodimerized with other types of receptors known as RXRs; the natural ligand 
of RXRs is 9-c/s-retinoic acid. The RXRs are considered as master regulatory proteins, because 
they interact to form heteromers, as with RARs, with other members of the superfamily of 
steroid/thyroid receptors, such as the receptor for vitamin D3 (VDR), the triiodothyroxine (TR) 
receptor, and the PPARs (Peroxisome Proliferator Activated Receptors). 

Considering the biological activities mentioned above, it is easy to understand the interest 
in finding new RXR receptor agonist compounds. Thus, numerous patents and publications have 
described the interest in using these compounds in the pharmaceutical field, particularly in 
dermatology. 

A number of synthetic structural analogs of all-trans retinoic acid or 9-c/s-retinoic acid, 
commonly called "retinoids," have been described in the literature. Some of these molecules are 
capable of becoming fixed and activating (agonist) or, conversely, deactivating (antagonist) 
specifically the RARs or, conversely, the RXRs. Other analogs show no particular selectivity in 
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relation to these various receptors. In this respect, for example, 9-c/s-retinoic acid activates both 
the RARs and the RXRs, without notable selectivity for one or the other of these receptors 
(nonspecific ligand), whereas all-trans retinoic acid selectively activates the RARs 
(RAR-specific agonist). 

In mice, it has been shown that all-trans retinoic acid in a single topical administration 
induces a dose-dependent response of epidermal proliferation, with a maximum response four 
days after the application ("Retinoic acid provokes a regeneration-like proliferative response in 
murine epidermis/M rch. Dermatol Res. 1992, 284: 418-423). In accordance with this result, the 
response to a topical application of all-trans retinoic acid to a mouse ear is normally expressed as 
increased thickness of the mouse ear. This increase in the thickness of the mouse ear seems to be 
due to an increase in the thickness of the epidermis and the appearance of dermal edema. 
Therefore, this response can be measured readily with an apparatus such as the oditest, and the 
response is greatest on the fifth and sixth days after application. 

On the other hand, under the same operating conditions, the specific RXR ligands applied 
alone topically or orally to the mouse ear have no clinical effect. 

The applicant has discovered that the response to topical application to a mammal's skin 
of a compound which is an active ligand of at least one receptor from the superfamily of 
steroid/thyroid receptors, other than a specific RXR receptor ligand, and which can become 
heterodimerized with the RXRs, can be synergized by systemic or topical administration of an 
RXR agonist. 

Thus, the object of this invention is to present a simple procedure for identifying RXR 
agonist molecules. 

This goal and others are met by this invention, which concerns a process for identifying 
RXR agonist molecules, characterized in that it includes the following stages: (i) topical 
application to part of the skin of a mammal of a sufficient quantity of at least one compound that 
is an active ligand of at least one receptor from the superfamily of steroid/thyroid receptors, other 
than a specific ligand of RXR receptors, and that can become heterodimerized with the RXRs, 
(ii) systemic or topical administration to the same mammal or to the same part of the mammal's 
skin before, during, or after stage (i) of a molecule capable of presenting RXR agonist activity, 
and (iii) evaluation of the response on the part of the mammal's skin that was treated in this way 
and comparison with the response obtained on this same part of the skin treated by only stage (i). 

Thus, when the molecule administered is an RXR agonist, the part of the mammal's skin 
which was treated by a molecule that is an active ligand of at least one receptor from the 
superfamily of steroid/thyroid receptors, other than a specific ligand of the RXR receptors, and 
that can become heterodimerized with the RXRs will increase in thickness. This can be called 
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synergy of response, because the molecule capable of RXR agonist activity to be tested causes 
no clinical effect when it is applied topically by itself. 

Specifically, the mammal is a rodent such as a mouse, rat, guinea pig, hamster, or rabbit. 

The part of the mammal's skin used may be any part of the mammal's body. 

The response on the part of the mammal's skin that is treated in this way and is to be 
evaluated corresponds to a clinical alteration of the skin. In general, this response to be evaluated 
corresponds to a change in the thickness of the part of the skin which has been treated. 

Thus, the thickness of the treated skin can be measured by any known method. 

When the part of the skin used is smooth, its thickness can be measured by folding it. 

It is most convenient to use the skin of the ear. The thickness can then be measured by an 

oditest. 

Of course, evaluation of stage (iii) corresponds to measurement of the response of the 
part of the skin which was treated and comparison of this measurement with that of the response 
of this same part of the treated skin, under the same conditions, with the same active ligand of at 
least one receptor form the superfamily of steroid/thyroid receptors other than a specific ligand 
of RXR receptors, which can become heterodimerized with the RXRs, by itself. 

Among the active ligands of at least one receptor from the superfamily of steroid/thyroid 
receptors other than a specific RXR receptor ligand that can become heterodimerized with the 
RXRs, in particular there are the ligands of RAR (Retinoic Acid Receptors), of VDR (Vitamin 
D3 Receptor), of the PPARs (Peroxisome Proliferator Activated Receptor), and of TR 
(triiodothyroxine receptor). 

It is preferable to use RAR agonists as active ligands of at least one receptor from the 
superfamily of steroid/thyroid receptors other than a specific ligand of the RXR receptors which 
can become heterodimerized with the RXRs. 

Examples of RAR agonists are: 

-all-trans retinoic acid 

-2-(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl)-6-benzo[b]thiophene carboxylic 

acid 

-4-[(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl)carboxamido]benzoic acid 
-4-[(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl)carbamoyl]benzoic acid. 
The following vitamin D derivatives are examples of ligands of the VDR receptor: 
-la,25-dihydroxyvitamin D3 
- 1 a-hydroxyvitamin D3 
-25-hydroxyvitamin D3 
-la,25-dihydroxyvitamin D2 
-la,24-dihydroxy vitamin D2 
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Examples of specific ligands of the PPAR receptors are bromopalmitic acid and its 
analogs. 

In the preceding and following parts, the term "topical" means any technique for 
administering a product by direct application to a superficial (or external) part of the body, and 
"systemic" means any technique for administering a product through a route other than topical, 
for example enteral and/or parenteral. The preferred route of systemic administration is oral. 

The sufficient quantity of at least one active ligand of at least one receptor from the 
superfamily of steroid/thyroid receptors other than a specific ligand of the RXR receptors which 
can become heterodimerized with the RXRs to be applied corresponds to that for which an 
edematous response was observed on the treated mammal's skin after stages (i) and (ii) (i.e., 
after application of the two compounds). Specifically, this sufficient quantity corresponds to the 
maximum limit at which no further response is observed on the treated part of the mammal's 
skin after stage (i) (i.e., after the single application of the active ligand of at least one receptor 
from the superfamily of steroid/thyroid receptors other than a specific ligand of the RXR 
receptors which can become heterodimerized with the RXRs). Thus, it is preferable, depending 
on the nature of the compound used, for this quantity to range from 0.0001 wt% to 5 wt% by 
volume of solution applied. 

We will now give several nonlimiting examples intended to demonstrate the effects of 
this invention and to illustrate various specific formulations according to the invention. 

Example 1 

The test used is the test of edema of the mouse ear induced by topical application of 
2-(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl)-6-benzo[b]thiophene carboxylic acid 
(analog of all-trans retinoic acid) at 0.003 wt% by volume. According to this model, topical 
application of 2-(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl)-6- 

benzo[b]thiophenecarboxylic acid to the ear causes inflammation characterized by an increase in 
the ear's thickness. This increase should be at its maximum 5 days after application. Therefore, 
the response can be quantified by measuring the thickness of the ear with an oditest. 

According to this model, in a preliminary study, the maximum dose of 
2-(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl)-6-benzo[b]thiophene carboxylic acid 
which does not increase the thickness of the mouse ear has been determined. This dose is the one 
to be used in the following protocol. 

The exact protocol is as follows: 10 mice are first treated with 
2-(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl)-6-benzo[b]thiophene carboxylic acid 
(compound A); one ear receives a topical application at t = 0 with 20 \iL of an acetone solution 
comprising 0.003 wt% by volume of compound A. Of the 10 mice treated in this way, 5 of them 
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(group 2) also receive an oral dose of ^[(S^^S^^-pentamethyl-S^J^-tetrahydro^-naphthyl) 
carbonyl]benzoic acid (compound B) in Cremophor oil (EL 25%) at t = 0; this is administered 
once per day for 1 1 days. The 5 mice that are not given compound B constitute group 1 . The 
response is quantified by measuring the thickness of the ear at t = 5 or 6 days. The results are 
then expressed in % of the synergy effect calculated as follows: 

mouse ear thickness (group 2) - mouse ear thickness (group 1) x 100 
mouse ear thickness (group 1) 



Compound B is described elsewhere as a specific agonist of the RXRs (see: Marcus F. 
Boehm et al., J. Med. Chem. 1994, 37: 2930-2941). 

The results obtained are summarized in Table 1 . 



Table 1 



voie topique 


dose (%P/V) I 


$po\e orale 


dose (mg/kg) 


effet de synergie (%) 


compose A 


^)).003 


compose B 


S> 0 




compose A 


0,003 


compost B 




73 


compost A 


0.003 


compost B I 




118 


(g )PN signifie poids par. volume. 



Key: 1 Topical route 

2 Dose (% W/V) 

3 Oral route 

4 Synergy effect (%) 

5 Compound 

6 WV indicates weight per volume 

In addition, under the same operating conditions, topical application of a specific RXR 
ligand alone, such as compound B, results in no response. 

This test has demonstrated clearly that the combination of an RAR receptor ligand with a 
compound known to be an RXR agonist molecule significantly increases the response in 
comparison to the response induced by a single topical application of an RAR receptor ligand. 



Example 2 

Exactly the same test as in Example 1 is carried out, except that compound B, instead of 
being administered orally, is applied topically in a solution of acetone at a dose of 0.1 wt% by 
volume on an ear that has already been treated with compound A at a concentration of 0.01% or 
0.003% W/V. 
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The results obtained are summarized in Table 2. 



Table 2 



voie topique 


dose (%P/V) 


j/o\q topique 


dose (%P/V) 


effet de synergie (%) 


compose" A 




cornpos6 B 


^ 0.1 ^ 


159 ^) 


compost A 


0,003 


compose* B 


3 w 


541 


{JS) PV signifie poids par volume. 



Key: 1 Topical route 

2 Compound 

3 Dose (% W/V) 

4 Synergy effect (%) 

5 WV indicates weight per volume 



Example 3 

Exactly the same test as in Example 1 is carried out, except that compound B is replaced 
by compound C: (E)-2-[2-(3,5 ) 5,8 J 8-pentamethyl-5,6 ) 7,8-tetrahydro-2-naphthyl)-l-propenyll4- 
thiophenecarboxylic acid, and this is applied topically as in Example 2. 

Compound C is described as a specific RXR agonist in patent application WO 94/17796 
filed by the Allergan company. 

The results obtained are summarized in Table 3. 



Table 3 



(TL voie topique 


dose (%P/V) 


kiie topique 


dose (%^/V) 


effet de synergie (%) 


(21 compost A 


IKS — 


compose C i 




169 ^ 


(£} compost A 


-0,003 


composdC 


£ 0,1 


617 


| (^)PV signifie poids par volume. 



Key: 1 Topical route 

2 Compound 

3 Dose (% W/V) 

4 Synergy effect (%) 

5 WV indicates weight per volume 



Claims 

1 . Process for identifying RXR agonist molecules, characterized in that it includes the 
following stages: (i) topical application to part of a mammal's skin of a sufficient quantity of at 
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least one compound that is an active ligand of at least one receptor from the superfamily of 
steroid/thyroid receptors, other than a specific RXR receptor ligand, and that can become 
heterodimerized with RXRs, (ii) systemic or topical administration to the same mammal or on 
the same part of the mammal's skin before, during, or after stage (i) of a molecule capable of 
RXR agonist activity, and (iii) evaluation of the response on the part of the treated mammal's 
skin and comparison with the response obtained on this same part of the skin treated only by 
stage (i). 

2. Process according to the preceding claim, characterized in that the mammal is either a 
rodent such as a mouse, rat, guinea pig, or hamster, or a rabbit. 

3. Process according to either of the preceding claims, characterized in that the part of the 
mammal's skin used is the skin of the ear. 

4. Process according to any of the preceding claims, characterized in that the response to 
stage (iii) to be evaluated corresponds to a change in the thickness of the treated mammal's ear. 

5. Process according to any of the preceding claims, characterized in that the active 
ligand of at least one receptor from the superfamily of steroid/thyroid receptors, other than a 
specific RXR receptor ligand, and which can become heterodimerized with the RXRs, is chosen 
from the ligands of RAR (Retinoic Acid Receptors), VDR (Vitamin D3 Receptor), the PPARs 
(Peroxisome Proliferator Activated Receptors) and TR (triiodothyroxine receptor). 

6. Process according to the preceding claim, characterized in that the active ligand of at 
least one receptor from the superfamily of steroid/thyroid receptors, other than a specific RXR 
receptor ligand, and which can become heterodimerized with the RXRs, is chosen from the RAR 
agonists. 

7. Process according to the preceding claim, characterized in that the RAR agonist is 
chosen from: 

-all-trans retinoic acid 

-2-(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl)-6-benzo[b]thiophene carboxylic 

acid 

-4-[(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl)carboxamido]benzoic acid 
-4-[(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl)carbamoyl]benzoic acid. 

8. Process according to Claim 5, characterized in that the VDR receptor ligand is chosen 

from : 

-la,25-dihydroxyvitamin D3 
-la-hydroxyvitamin D3 
-25-hydroxyvitamin D3 
- 1 a,25-dihydroxyvitamin D2 
-lot,24-dihydroxyvitamin D2. 
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9. Process according to Claim 5, characterized in that the PPAR receptor ligand is 
bromopalmitic acid. 

10. Process according to any of the preceding claims, characterized in that the systemic 
route is oral administration. 
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(57) La presente invention concerne un procede 
pour identifier des molecules agonistes des RXRs. ca- 
racterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : (i) 
on applique topiquement sur une partie de la peau d'un 
mammifere une quantite suffisante d'un compose qui 
est un ligand d'au moins un recepteur de ta superfamille 
des recepteurs steroidiens/thyroidiens, autre qu'un li- 



gand specifique des recepteurs RXRs. et pouvant s'he- 
terodimeriseravec les RXRs, (ii) on administre par voie 
systemique ou topique sur ce meme mammifere ou sur 
cette meme partie de la peau du mammifere, avant 
pendant ou apres Petape (i), une molecule susceptible 
de presenter une activite agoniste des RXRs et (iii) on 
evalue la reponse sur la partie de la peau ainst trattee 
du mammifere. 
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Description 

La presents invention a pour objet un procede pour identifier des composes agonistes des receptees RXRs en 
utmsant un mammifere. tel que les rongeurs (rat. cobaye. hamster, lapin souris ) 

On sait que I'acide rft.no.que tout-trans est un puissant modulateur (i.e. un inh,biteur ou. au con.ra,re. un stimu- 
lates, selon la nature des cellules traces) de la differencials et de la proliferation de nombreux types cellulaires 

deZSL™ T?r S - P T eXe ,T P,e ' " inh ' be 13 diff6rence,lon des "I'ules epi.helia.es, tels que les kera.inocytes 
de I epidermeJI inhibe auss. la proliferation de nombreuses cellules transforms telles que les cellules de melanoses 

et la oroJfJ Jri?" J 7 9 ' n6r f ' '' aCide r6,in °' lqUe '° UHranS (a ' NranS retin0lc acid > a 9 il sur la <*«erenciation 
et la proliferat.cn des cellules en .nterag.ssant avec des recepteurs nucleaires appeles RARs (Retinoic Acid Receptors) 

contenus dans le noyau cellufaire. Ces recepteurs. apres fixation du ligand (i.e. de I'acde retmoique tout-trans) inte- 
ragissent avec la region promotrice de.genes regules par I'acide retino.que au niveau d'elements de reponses speci- 
fiques. Pour se fixer sur les elements de reponse, les RARs s'heterodimerisent avec un autre type de recepteurs 
connus sous le nom de RXRs. le ligand naturel des RXRs etant I'acide 9-c/s-retinoique. Les RXRs sont considers 
comme des "master regulatory proteins" car ils interagissent pour former des heteromeres. comme avec les RARs 
n? C ,^t U,reS memDres de 13 superlamille des recepteurs steroidiens/thyroidiens, tels que le recepteur de la vitam.ne 
D3 (VDR), le recepteur de la triiodothyroxtne (TR) et les PPARs (Peroxisome Proliferator Act.vated Receptors) 

Compte tenu des activites biolog.ques mentionnes ci-dessus. on comprend I'interet de trouver de nouveaux com- 
poses agonistes des recepteurs RXRs. Ainsi, il a deja ete decrit dans de nombreux brevets et publications I'interet 
d utiliser ces composes dans le domaine pharmaceulique, et plus parliculierement dermatologique 

De nombreux analogues structuraux synthetiques de I'acide retino.que tout-frans ou de I'acide 9-c/s-retmoique 
couramment denommes "retinoides". ont ete decrils a ce jour dans la litterature. Certaines de ces molecules sont 
capables de se fixer et d'activer (agonistes) ou a I'inverse de desactiver (antagonize) specifiquement les RARs ou 
au contra.re. les RXRs D'autres analogues, enfin, ne presentent aucune selectivity particuliere vis-a-vis de ces diffe- 
rcnts recepteurs. A cct ogard. ct par exemple, I'acide 9-c/s rotinoique active a la fois les RARs et les RXRs sans 
selective notable pour run ou I'autre de ces recepteurs (ligand non specifique). atars que I'acide rftinoique tout-trans 
active, quant a lui. selectivement les RARs (agoniste specifique des RARs). 

Chez la souris, il a ete montre que I'acide retino.que tout-trans en administration unique par voie topique induit 
une reponse. dependants de la dose, de proliferation epidermique, avec un maximum de reponse quatre ,ours apres 
1'appl.cation ("Retinoic acid provokes a regeneration-like proliferative response in murine epidermis' Arch Dermatol 
Res. 1992. 284:418-423). En accord avec ce resultat, la reponse a une application topique d'acide retinoique tout- 
trans sur I'oreille de souris se traduit notamment par une augmentation de I'epaisseur de I'oreille de souris Cette 
augmentation de I'epaisseur de I'oreille de souris semble etre due a une augmentation de I'epaisseur de I'epiderme et 
a une apparition d'un oedeme dermique. Cette reponse peut done etre lacilement mesuree a I'aide d'un appareil tel 
que I'oditest, celle-ci etant maximale aux cinquieme et sixieme jours apres Implication. 

A I'inverse, dans les memes conditions operatoires, les ligands specifiques des RXRs appliques seuls de maniere 
topique ou orale sur I'oreille de souris n'induisent aucun effet clinique. 

La Demanderesse vient de decouvrir que la reponse a une application topique sur la peau d'un mammifere d'un 
compose qui est un ligand actif d'au moins un recepteur de la superfamille des recepteurs steroidiensAhyroidiens 
autre qu'un ligand specifique des recepteurs RXRs, et pouvant s'heterodimeriser avec les RXRs peut etre synergisee 
par I'administration par voie systemique ou topique d'un agoniste des RXRs. 

Ainsi, la presente invention a pour but de proposer un procede simple pour identifier des molecules agonistes des 
RXRs. 

Ce but et d'autres sont atteints par la presente invention qui concerne un procede pour identifier des molecules 
agonistes des RXRs, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : (i) on applique topiquement sur une partie 
de la peau d'un mammifere une quantite suffisante d'au moins un compose qui est un ligand actif d'au moins un 
recepteur de la superfamille des recepteurs st6roidiens/thyroidiens, autre qu'un ligand specifique des recepteurs 
RXRs, et pouvant s'heterodimeriser avec les RXRs, (ii) on administre par voie systemique ou topique sur ce meme 
mammifere ou sur cette meme partie de la peau du mammifere, avant, pendant ou apres I'etape (i), une molecule 
susceptible de presenter une activite agoniste des RXRs et (iii) on evalue la reponse sur la partie de la peau ainsi 
traitee du mamnrnfere et on la compare avec la reponse obtenue sur cette meme partie de peau traitee par la seule 
etape (i). 

Ainsi lorsque la molecule administree est un agoniste des RXRs, I'epaisseur de la partie de la peau traitee du 
mammifere par une molecule qut est un ligand actif d'au moins un recepteur de la superfamille des recepteurs steroi- 
diensAhyroidiens, autre qu'un ligand specifique des recepteurs RXRs, et pouvant s'heterodimeriser avec les RXRs 
augmente. On peut alors parler de synergie de la reponse, puisque la molecule susceptible de presenter une activite 
agoniste des RXRs a tester n'induit aucun effet clinique lorsqu'elle est seule appltquee par voie topique 

De maniere pratique, le mammifere est un rongeur tel qu'une souris, un rat. un cobaye. un hamster ou un lapin 
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La parlie de la peau de mammifere utilisee peut etre n'importe quelle partie du corps du mammifere. 

La reponse sur la partie de la peau ainsi traitee du mammifere a evaluer correspond a une modification clinique 
de celle-ci. De maniere generale. cette reponse a evaluer correspond a une modification de I'epaisseur de la partie 
de la peau ainsi traitee. 

s Ainsi. la mesure de I'epaisseur de la partie de la peau ainsi traitee peut etre realisee par toute methode connue 

en soi. 

Lorsque la partie de la peau utilisee est lisse, on peut mesurer son epaisseur en la pliant. 
De maniere plus pratique, on utilise la peau de I'oreille. La mesure de I'epaisseur de I'oreille peut alors etre realisee 
par un oditest. 

io Bien entendu, revaluation de I'etape (iii) correspond a une mesure de la reponse de la partie de la peau ainsi 

traitee et a une comparaison de cette mesure avec celle de la reponse de cette meme partie de la peau traitee. dans 
les memes conditions, avec le meme ligand actif d'au moins un recepteur de la superfamille des recepteurs steroidiens/ 
thyroidiens, autre qu'un ligand specifique des recepteurs RXRs, pouvant s'heterodimeriser avec les RXRs seul. 
Parmi les iigands actifs d'au moins un recepteur de la superfamille des recepteurs steroidiens/thyroidiens. autre 
is qu'un ligand specifique des recepteurs RXRs. pouvant s'heterodimeriser avec les RXRs, on peut notamment citer les 
Iigands des RARs (Retinoic Acid Receptors), du VDR (Vitamine D3 Receptor), des PPARs (Peroxisome Prcliferator 
Activated Receptor) et du TR (recepteur de la triiodothyroxine). 

On prefere utiliser comme iigands actifs d'au moins un recepteur de la superfamille des recepteurs steroidiens/ 
thyroidiens, autre qu'un ligand specifique des recepteurs RXRs, pouvant s'heterodimeriser avec les RXRs les agonistes 
20 des RARs. 

Parmi les agonistes des RARs, on peut plus particulierement citer : 

I'acide retmoi'que tout-trans, 

I'acide 2-(5,6,7 ( 8-tetrahydro-5.5,8,8-tetramethyl-2-naphtyl)-6-benzo[b]thiophen carboxylique, 
25 - I'acide 4-[(5 t 6,7,8-tetrahydro-5,5.8.8-tctramethyl-2-naphtyl) carboxamido] benzoiquo, 
I'acide A-KS^.T^-tetrahydro-S.S.e.S-tetramethyl-a-naphtyl) carbamoyl] benzoique. 

Comme exemples de Iigands du recepteur VDR, on peut citer les derives de la vitamine D suivants : 

30 - ia,25-dihydroxyvitamine D3, 
ta-hydroxyvitamine D3, 
25-hydroxyvitamine D3, 
1a,25-dihydroxyvitamine D2, 

1a,24-dihydroxyvitamine D2. - — 

35 

Parmi les Iigands specifiques des recepteurs PPARs, on peut notamment citer l*acide bromopalmitique et ses 
analogues. 

Dans ce qui suit ou ce qui precede, on entend par voie topique, toute technique d'administration d'un produit par 
application directe de ce dernier sur une partie superftcielle (ou externe) du corps, et par voie systemique, toute tech- 
no nique d'administration d'un produit par une voie autre que topique, par exemple enterale et/ou parenteral. Dans le 
cas de la voie systemique, on prefere utiliser la voie orale. 

La quantite suffisante d'au moins un ligand actif d'au moins un recepteur de la superfamille des recepteurs ste- 
roidiens/thyroidiens, autre qu'un ligand specifique des recepteurs RXRs. pouvant s'heterodimeriser avec les RXRs a 
appliquer correspond a celle a laquelle on observe une reponse oedemateuse de la partie traitee de la peau du mam- 
45 mifere apres les etapes (i) et (ii) (c'est a dire apres application des deux composes). De maniere pratique, cette quantite 
suffisante correspond a la limits maximale a laquelle on n'observe pas encore de reponse de la partie traitee de la 
peau du mamtfere apres I'etape (i) (c'est a dire apres la seule application du ligand actif d'au moins un recepteur de 
la supertamilte des recepteurs steroidiens/thyroidiens, autre qu'un ligand specifique des recepteurs RXRs, pouvant 
s'heterodimeriser avec les RXRs). Ainsi, de preference et selon la nature du compose utilise, cette quantite vane entre 
so 0,0001% et 5% en poids par volume de solution appliquee. 

On va maintenant donner, a titre nullement limitatif , plusieurs exemples destines d'une part a demontrer les effets 
attaches a la presente invention, et. d'autre part, a illustrer diverses formulations concretes conformes a Invention. 
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EXEMPLE 1 



Le test utilise est done celui de I'oedeme de I'oreille de souris induit par application topique de I'acide 2-(5.6.7.3-te- 
trahydro-S.S.S.S-tetramethyl^-naphtyO-e-benzolblthiophen carboxylique (analogue de I'acide retinoique tout-trans) a 
0,003% en poids par volume. Selon ce modele. une application topique de I'acide 2-(5,6,7.8-tetrahydro-5.5.S S-teira- 
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methyl-2naphtyl)-6-benzo[b)thiophen carboxylique sur I'oreiile provoque une inflammation qui se caracterise par I'aug- 
mentation de I'epaisseur de cette oreilte, cette augmentation devenanl maximale au bout de 5 jours apres I'application 
La reponse peut done etre quantifiee par une mesure de I'epaisseur de I'oreiile par un oditest. 

Selon ce modele. dans une etude prelimmaire. la dose maximale a appliquer d'acide 2-(5.6.7.8-tetrahydro- 
5 5.5.8.8-tetramethyl-2-naphtyl)-6-benzo[blthiophen carboxylique n'induisant pas d'augmentation de I'epaisseur de 
I'oreiile de souris a ete determinee. C'est cette dose qui est utilisee lors du protocole operatoire suivant. 

Le protocole operatoire exact est le suivant : 1 0 souris sont tout d'abord traitees avec I'acide 2-(5.6.7.8-tetrahydro- 
5.5.8.8-tetramethyl-2-naphtyl)-6-benzo[b]thiophen carboxylique (compose A), en procedant sur I'une de leur oreille a 
une application topique a un temps t^O avec 20 uJ d'une solution d'acetone comprenant 0,003 % en poids par volume 
><> du compose A. On fait absorber par voie orale a 5 (= groupe 2) sur 10 des souris amsi traitees de I'acide 4-{ 
(as.S^.S-pentamethyl-S.ej.S-tetrahyclro-a-naphtyOcarbonyl] benzoi'que (compose B) dans de I'huile de type cremo- 
phor (EL 25%) a partir de t=0 et ceci une fois par jour pendant 1 1 jours. Les 5 souris n'ayant pas absorbe le compose 
B constituent le groupe 1 La reponse est quantifiee par une mesure de I'epaisseur de I'oreiHe a t = 5 ou 6 jours Les 
resultats sont ensuite exprimes en % de I'effet de synergie calcule de la facon suivante 

is 

epaisseur oreille souris (Groupe 2) - epaisseur oreille souris (Groupe 1) 
epaisseur oreille souris (Groupe 1) 

Par ailleurs, le compose B est decrit comme etant un agoniste specifique des RXRs (voir : Marcus F Boehm et 
20 al., J Med. Chem. 1994, 37, 2930-2941). 

Les resultats obtenus sont rassembles dans le tableau 1 suivant. 



tableau 1 



vote topique 


dose (%P/V) 


voie orale 


dose (mg/kg) 


effet de synergie (%) 


compose A 


0.003 


compose B 


0 


0 


compose A 


0,003 


compose B 


10 


73 


compose A 


0,003 


compose B 


30 


118 


PN signifie poids par volume. 



De plus, dans les memes conditions operatoires, I'application par voie topique de ligand specifique des RXRs seul. 
tel que le compose B, n'induit aucune reponse. 

Ainsi, on demontre clairement grace a ce test que I'association d'un ligand de recepteurs RARs avec un compose 
3$ connu comme etant une molecule agoniste RXR augmente de maniere importante la reponse comparativement a la 
reponse induite par une application topique unique d'un ligand de recepteurs RARs. 

EXEMPLE 2 



40 On realise exactement le meme test qu'a I'exemple 1 . sauf que le compose B, au lieu d'etre admmistre oralement 

est appplique topiquement dans une solution d'acetone a une dose de 0,1 % en poids par volume sur une oreille deja 
traitee par le compose A a une concentration de 0,01% ou de 0,003 % PA/. 
Les resultats obtenus sont rassembles dans le tableau 2 suivant. 
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tableau 2 



voie topique 


dose (%P/V) 


voie topique 


dose (% P/V) 


effet de synergie (%) 


compose A 


0,01 


compose B 


0,1 


159 


compose A 


0,003 


compose B 


0,1 


541 


PV signifie poids par volume. 



EXEMPLE 3 



On realise exactement le meme test qu'a I'exemple 1 , sauf que le compose B est remplace par un compose C 
I'acide (E)-2-[2-(3,5,5,8.8-pentamethyl-5,6,7 t 3-tetrahydro-2-naphtyl)-1-propenyl]4-th et est appli- 

que de maniere topique comme dans I'exemple 2. 

Le compose C est decrit comme etant un agoniste specifique des RXRs dans la demande de brevet WO 94/1 7796 
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deposee par la societe Allergan. 

Les results obtenus sont rassembles dans le tableau 3 suivant. 



w 



15 



20 



25 



voie topique 


dose (%P/V) 


voie topique 


dose (% P/V) 


effet de synergie (%) 


compose A 


0,01 


compose C 


0,1 


169 


compose A 
PV stgnifi 


0.003 
3 poids par volu 


compose C 
me 


0.1 


617 



Revendications 
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2. Procede selon la revendicatbn precedente, caracterise < 
un rat, un cobaye, un hamster ou un lapin. 



' en ce °. ue le mammifere est un rongeur tel qu'une souris 
3. Procede selon I'une des revendications precedentes, caracterise , 



utilises est la peau de I'oreille. 



en ce que la partie de la peau de mammifcrc 
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. Procede selon Tune des revendications precedentes. caracterise en ce que la reponse a evaluer' a I'etaoe m 
correspond a une modification de I'epaisseur de ,a partie de la peau ainsi traitee du mammS ' ' ' ° 

. Procede selon I'une quelconque des revendications precedentes. caracterise en ce que le ligand ac.if d'au moms 
eu s R?R S Ur 6 , e "Tr 1116 " CeP ' eUrS st6 ^'-^y-diens. autre qu'un'gand spTafique de 
Sors) du vSr !lml er S p" ,Se : T' RXRS ^ »*™ ^ des ™Rs Vno. Ac* 

^^^SS^T^ 6t PPARS (P ™ e Prali '— ^ ^ceptors) e, du 

s^St^H ' a reVe " diCa,i ° n P^^ente, caracterise en ce que le .igand ac.if d'au moins un recep.eur de la 
superfamme des recepteurs sterofdiens/thyroidiens, autre qu'un ligand specifique des recepteurs RXR Z no 
van. s-heterodimeriser avec les RXRs, est choisi parmi les agonistes des RARs P 

Procede selon la revendicatbn precedente, caracterise en ce que I'agoniste des RARs est choisi parmi : 
I'acide retinoi'que tout-trans, 

' f ,« « l\ rah K yd ; 0 - 5 ' 5 - 8 ' 8 - ,etram « ,h y | - 2 -^PWyl)-6-ben 2 o[b|th l ophen carboxylique. 

ac.de 4- (5,6.7.8-tetrahydro-5.5,8.8-tetrameth y i-2-naphtyl) carboxarmdo] benzofque 
- I acde 4-[(5,6,7, 8-tetrahydro-5,5.8,8-tetramethyl-2-naphtyl) carbamoyl] benzoique. ' 

Procede selon la revendicaHon 5. caracterise en ce que le ligand du recepteur VDR es. choisi parmi . 

1a,25-dihydroxyvitamine D3, 
1 cc-hydroxyvitamine D3, 
25-hydroxyvitamine D3, 
1 a, 25-dihydroxyvitamine D2, 
1a,24-dihydroxyvitamine D2. 

Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que le ligand des recepteurs PPARs est I'acide bromopalm,- 
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10. Procede selon Tune quelconque des revendications precedences, caracterise en ce que cas la voie systemique 
est la voie orale 
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Precede pour identifier des composes agonistes des recepteurs RXRs 



(57) La presente invention conceme un procede 
pour identifier des molecules agonistes des RXRs, ca- 
racterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : (i) 
on applique topiquement sur une partie de la peau d'un 
mammifere une quantite suffisante d'un compose qui 
est un ligand d'au moins un recepteur de la supertamille 
des recepteurs steroidiens/thyroi'diens, autre qu'un li- 



gand specifique des recepteurs RXRs, et pouvant s'he- 
terodimeriser avec les RXRs, (ii) on administre par voie 
systemique ou topique sur ce meme mammifere ou sur 
cette meme partie de la peau du mammifere. avant. 
pendant ou apres I'etape (i), une molecule susceptible 
de presenter une activite agoniste des RXRs et (iii) on 
evalue la reponse sur la partie de la peau ainsi traitee 
du mammifere. 
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